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^Bnomotorayste und Vcnvendutig 

Beschreibung 

Die Erfindung bczieht sicb auf die Genexprcssion und die Regulation von Genexpression in 
Pflanzen. 1m Spcziellen bezieht sich die Erfindung auf DNA-Promotor-Sequenzen, und auf 
Expressionskassetten, die in Pflanzen eingefiihrt werden kOnnen, um die Transkription einer 
benachbarten kodierenden Sequenz zcitlich und rSumlich innerhalb der Pflanzen zu regulieren. 
Zusabdich beziehi sich die Erfindung auf Expressiotisvektoren, die solch eine 
Expressionskassette enthalten und die heniitzt werden konnen, um Pflanzen zu transformieren. 

Hintergrund zu dcr Erfindung 

.Ein Promotor ist eine DNA-Sequenz, die Expressionsort und -menge eines Genes beeinfluflt 
odcr bestimmt, und die SteUen fur die Bindung dcr RNA-Polymerase zur Verrugung stellt. Die 
Position eine* Promoters ist im Genom eines Organisinus relativ zum Transkriptionsstartpunkt 
fixiert. RNA-Polymerase ist ein Enzym, das atfdeii Promotor binden kann und die Transkription 
eines Genes volWcbt 3 das unter der KontroHe dieses Promotors steht. Dabei entsteht die 
messenger-RNA ? die wiederuin zur Synthese des Proteines Verwendet wird. 
Promoioren sind in verschiedenen Organismen untersucht worden. Fur bestimmte Spczies 
konnten konservierte DNA-Bereiche (sog. Consensus-Sequenzen) innerhalb von Promotoren 
gefunden werden, die niit verschiedenen Genen assoziicrt sind. Von diesen Bereichen wird 
angenonunen, daB sie in die Rolle, die der Promotor im Transkriptionsprozeft spielt, 
eingebunden sind. 

Die Initiation des Transkriptionsprozesses in Pflanzen schlieBt eine Tnteraktion des Promotors 
mit der RNA-Polymerase II ein. Innerhalb von Pflanzenpromotoren wurden Conscnsus- 
Sequcnzcn oberhalb des S'-Endes des 'franskriptionsstartpunktes gefunden. Eine dieser 
' Sequenzen ist etwa 7 Basenpaare lang und befindet sich etwa 20-30 Basenpaare oberhaJb des 
Transkriptionsstartpunkies. Biese Sequenz ist als sog. TATA-box bekannt und es wird 
angenommen, daJJ sie eine Rolle bei der RNA-Polymerase Bindung spielt. Eine andere Sequenz 
mit einer Langc von ungef&hr 9 Basenpaarcn ist etwa 70-90 Basenpaare oberhaJb des 
Transkriptionsstartpunkies zu finden. Diese Sequenz wird CAAT-box genannt und es wird 
angenommen, dafl sic in der Regulation des Transkriptionslevcls eine Rolle spielt. Es wurden 
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n6c h andere Regionen oberhalb des Transloiptionsstartpunktes identity die die M«t 
der Ttan^ptionsinitiation in Eukaryontcn beeinflussen. Diese DNA-Berciche, die Enhancer 
-enannt werden, beeinflussen die Aktivit* von Proniotoren in ihrer NachbarschafL D~ 
Lquenzen sind jedoch dor Definition nacb keinc Promoter da ihre Position nicht bxiert sea, 

"I fremdes Gen in einem Organismus, zd3. einer Pflanze, exprimieren zu kronen, muB die 
kodierende Sequenz dieses Genes unter die Konnolle eh.es Photons gesteilt werden und a, d» 
Pflanze eingebracht werden. Zur Insertion des zu exprinherenden Genes in das Pflanzengenom 
wird die fremde DNA meistens in das Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens gebracht, und 
dieses wird dann verwendet urn die PiWn «, n^formieren. Hine zweite Mufig verwcndete 
Methodc ist die direkte Transformation von DNA Z.B. nut Hilfe der sogenannten "particle gun . 
In den meisten Fallen werden hievlnr bisher aus Bakterien isolierte Promotoren oder Promotoren 

von Pflanzenviren verwendet, die zur Expression des fremden Genes in den Pflanzcn luhrcn. 

Diese Promotoren haben den Nachteil, da« sic artiremd sind und daher den 

Kontrollmechanismen innerhalb der Pflanzen nicht unterliegen. 

Bel Verwendung ernes pflanzhchen Promotors ist die Expression eines fremden Genes m3 g hcb, 
die sonut auch den pflanziichen Kontrollmechamsmen unterliegt. Dureh Untersuchungen der 
Expression des Genes, vor dem der Promoter urspninglich Heft lassen sich genaue Kenntn.se 
uber die Expres^ionsstarke, die Zeit. zu der das Gen exprimiert wird, und den Expression 
sammeln, die auf die Expression eines fremden Genes, das onter die Kontroile dieses Promotors 
gesteilt wird, weitgebend itbertragbar sind. Ein weiterer Vorteil ist, daB bei Verwendung ernes 
genau eharakterisierten, pllanzlichen Promotors geziclte Eingriffe und Untersuehungen in *c 
Jlntwicklung bcslinimter Pflanzenteile moglich ist. 

Tm vorlicgenden Fall wurde der Promoter einer Tnvertase aus Tabak kloniert, die in sehr groCen 
Mengen abex nur in einem bestimmten Entwicklungsstadium und hochspezifisch, nur in den 
Anthercn exprimiert wird. Zur KWrung des Promotors wurde eine genoinische Hank aus 
Tabak mh einer Sonde aus dem kodierenden Bereich der untersuchten Invertase durchsucht. Die 
erhaltcnen genomischen DNA-Seauenzen warden mit molekularbiologischen Methodcn water 
charakterisiert und schlienlicb cin Klon isolicrt, der die Promotorsequenz enthielt, die dann 
scquenziert wurde. £s wurden Expressionskassetten mit verschiedenen Genen hergestellt, d,e in 
Agrobakterium tumefaciens eingebracht wurden, um TabakpfWn damit zu transform^. 
Dieses neue Promotonsystem kann nun dazu verwendet werden, fremdc Gene in Pflanz^n m 
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eincm bestimmten raumlichen und zeitliehen Rahmen zu exprimieren. Das Wort 'fremd mcint 
dahei Gene, die nichfcnaiuriicfa- in JMerbindung nut diesem Promoter vorkommen. Auflerdem 
kann mit Hilfc*dieses Promotorsystems-die Expression von fremden und rigcnen Gencn in der 
Pflanze moduliert-werdcn, d.h. Gene konnen ttberexprimiert oder reprimiert werden. 
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Ausfuhmngsbeispiele: 



1 . Die Protnotor-DNA-Scquenz, bestehend aus den 4300bp des 5' licgenden DNA-Bereiches, 
gczfihlt oberhalb vom Translationsstartpunkt der antherenspezifisch exprunierten invertasc aus 
Tabak, oder Teilc davon, die dadurch gekennzeichnet said, antherenspezifische Expression fOr 
dabintcr gelegene Gene zu vemiitteln, kann mil Hilfe moiekularbiologischer Methoden so 
verandert werden, dafl Restriktionsschnittstellen am 5'- oder .V-Ende eingefugt werden. 

2. Die we in 1. verandcrte Proniotor-DNA-Scquenz oder Tcile der Promotor-DNA-Sequcnz 
ktfnnen zur Hcrstellung einer Exprcssionskassette zur Expression fremder dene in Pflanzen 
verwendet werden. So eine Expressionskassette isl dadurch gekennzeichnet dafi sie a) die 
Promoter DNA oder Teilc davon aus 1. enthSlt; b) eine Verbindungs-DNA obne spezielle 
Funktion bzw. Ircmde Gene, verbunden mil der ersten Schnittstelle beinhaltet; mid c) eine 3'- 
Region, bestehend aus der 3'-Rcgion cine* eukaryontischen Genes enthalt, wobei diese 3'- 
Region eine zweite RestriktiomschnittsLelle an ihrcm S'-Ende besitzt und diese 3'-Region iibcr 
diese zweite Restriktionsschnittstelle mit der Verbindungs-DNA bzw. den fremden Genen aus b) 
verbunden ist. 

3. Eine Expressionskasseuc wie in 2. besehrieben, kann in einen Expressions vektor kloniert 
werden. Dieser Expressionsvektor kann dazu verwendet werden, mit Hilfe vcrschiedener 
gangiger Methoden (z.B. Agrobakterien vermineite Transformation; direkte Trans Formation) 
Pflanzen zu transfonnieren. Tramgcne Pflanzen kSnnen dann untcr Bedingungcn angezogen 
werden, unter denen das fremde Gen unter der transkriptionellen Kontrolle der beschriebenen 
Promotor-DNA-Sequenz exprimicrt wiTd. 

4. Die Promotor-DNA oder Teile davon konnen dazu verwendet werden, die Translation eines 
pflanzeneigenen Genes zu niodulieren. So kann die Expression eines Genes durch Finbringen 
weiterer Kopien unter der Kontrolle dieses Promoiors gesteigert werden oder die Expression 
kann mit Hiiie der Antisense-Teehnik untcrdruckt werden. Dazu muli die DNA-Sequenz des zu 
unterdniekenden Genes in "verkehrter Richtung" in cine Expressionskassette wie unter 2. 
beschrieben kloniert werden und wie unter 3. beschrieben in Pflanzen transformiert werden. 

5. Die spezifischen Eigenschaften der Promotor-DNA-Sequenz bzw. von Teilen davon, 
ermfiglichen in transgenen Pflanzen, die wie unter 3. beschrieben hergestellt wurden, eine 
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zeitlich (nur wShrend der Pollcabildung) und raumlich (nur in Antheren) definierte Expression 
von lremden<jenen in Pflairan. 

6. Aufgrund des stark en lixpressionslevels dcr airtherenspezifischen Invertase in Tabak, lassen 
sich mit lEUe dieser Promotor-DNA-Sequenz bzw. mil Teilen davon, in transgenen Pflanzen 
grofle Mengen eines hestimmtcn Proteins zu einem bestimmten Zeitpunkt und in cinem 
bestimaiten Ort der Pflanze (siehc 5.) herstellen. Dieses Protein kann dann durch ernten der 
Antheren, AufschluB und fur das hergestelltc Protein spezifische Reinigungsverfahren in grotten 
Mengen gewonnen werden. 

7. Die Promotor-DNA-Sequcnz, oder Teile davon, konnen dazu verwendet werden, in die 
Entwicklung der Antheren in Pflanzen cinzugrcifen. So konnen transgene Pflanzen hcrgestellt 
werden. bei dcnen .bcispielsweise durch Antisense-Expression von Invertasesequcnzen die 
Proteinmengen fur die cxtrazellulare Invertase verringcrt werden. Dies fiihrt zu ni&xinlich sterilen 
Pilanzen ? die in der Landwirtschaft, bei der Hersieilung von Hybridsaatgut von groBer 
Bedeutung sind. 

8. Die Verwendung des Promotorsystems zur Herstellung m&nnlich sterilcr Pflanzen, wic z.B. 
unter 7. beschrieben kann ais Sicherbeitssystem bei der Herstellung anderer, kommerzicli oder 
wissenschaiilich nutzbarer transgener Pflanzen verwendet werden. So besteht bei Verwendung 
manniich steriler Pflanzen nicht die Gefahr des Auskreuzens dcr genetischen Veranderungen auf 
Pflanzen die auf benachbartcn Feldern oder wild wachsen. Die begrenzte Natur des Eingriffes 
dcr zur mannliehen Sterilitai bei Verwendung dieses Promotorsystems fuhrt stellt einen 
besonderen Vorteil dar, da nicht ;in das vegetative Wachstum der Pflan2e eingegrififen wird und 
keine Wechselwirkungen rait den zusatzlich eingebrachten genetischen Veranderungen zu 
erwarten sind. 

9. Die Promotor-DN A-Sequeriz, oder Tcile davon, ktfnnen dazu verwendet werden, transgene 
Pflanzen^herzustellon, die pflanzcneigenc Stott'e in groBer Menge herstellen, die positiv auf ihre 
Entwicklung., insbesonders hetrefTend den Ertrag von fruchtetragenden Pflanzen, wirken 
konnen. Bcispielc ftir solcbe pflanzeneigene Stoffe waren Wachstumshormone oder Proteine die 
zur Energievcrsorgung der wachsenden Gewebe (z.B. Invertasen, Zuckertransporter) notwendig 
sind. 
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10. Mil Hilfe des Promotorsystems kOnnen transgcne Pflanzen hergestellt werden, iri dencn die 
Menge der produzierten pflanzcneigenc StoiTe (z.B. Wacbstumshormone) reduziert wcrden 
kann. Diese Reduktion kann durch Einbringen von abbauenden Enzymcn, von Inhibitoren oder 
durch sog. "single-chain" Antiktfrper erreicht werden. 

1 1 . Urn Enrage von mannlich sterilen, fruchtetragenden Pflanzen zu erhalten und zur 
Vcrmehrung mannlich steriler Pllanzen, die tinier Verwendung des Promotorsystems wie z.B. 
unter 7. beschrieben hergestellt wiirden konnen Restorerstamme hergestellt werden, die nach 
einer Kreuzung init den mannlich sterilen Stanunen zu fertilcn Pflanzen in der F1 -Generation 
ftthrcn. Restorerstamme fur die unter 7. besehricbenen mannlich sterilen Pflanzen kSnnten 
Proteine enfhalten, die die Kohlenhydraivcrsorgung deT Antheren wieder herstellen konnen, wic 
z.B. arlfrcmde Invertasen (z.B. aus Saecharomyces ccrevisiac oder Bakterien), oder 
Saccharosetransporter in Verbindung niit intrazeiluliiren saccharosespaitenden Enzymen (z.B. 
Saccharose Synthase, neutrale oder vakuolare Invertasen). 

12. Altcrnaiiv zur Herstellung von Rcstorerstammen wie unter 11. konnten Pollen von mannlich 
sterilen Pflanzen in einer in vitro Kultivicrung zu fenilen Pollen entwickelt werden, mit denen 
dann eine Befruchlung der transgenen Pflanzen stattfinden kann. 

1 3. Pollen konnen durch cine in vitro Embryogenese /u haploiden Pflanzen herangezogen 
werden. Diese haploiden Pllanzen ktinnen dann zu honiozygoten diploiden Pflanzen ge/iichtet 
werden. Zur Induktion dieser in vitro Embryogenese ist cin Hunger- und Stress-Schritt notig. Da 
transgene Pflanzen, die unter Verwendung des Promotorsystems wie z.B. unter 7. beschrieben 
hergestellt wurden, in jhrer Zuckerversnrgung gestort sind. sind die Pollen dieser Pflanzen 
bcreits in Richtung Embryogenese dcterminicrt und es bedarf keiner zusatiichen Hunger- oder 
Stress Behandiung mehr. Die Embryogenese lauft in dicsen Pflanzen daber schneller und 

eff5zi enter ab. 

Erreicbtc Vortcile: 

Mit Verwendung dieses Promotorsystems stent ein Wcrkzeug zur Vcrfiigung, mil dem man 
zeitlich und Srtlich gczielt fremde Proteine in Pflanzen exprimicren kann und pflanzeneigene 
Gene in ihrem Expressionslevei modulieren kann. 
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A<nspnuche 

1 . Promotorsystcm, gekennzeichnct durchcinen Klon am genomischcn DNA-Sequenzen. 

2. Promototsystem; gekennzeichnet durch Express) ©nskasseliecL 

3. Verwcndung eines Promotorsystems aacii Ansprucb 1 oder 2 zum Beeinflussen eincs Genes. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Promotorsystems nach Anspruch 1 oder 2. 

5. Verfahren zum Experimentieren mit einem Promotorsystem nach Anspruch 1 oder 2. 
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Zcicbnung It Pron>otor-D*NA-Sequenz der extrazelluiaren Invertase aus Tahak 

1 TCTAGAATGA CGCCACCGGC CAGGACGGGG AGTATGATTT CCCCGAATGT 

51 TCGTTCAACT GCATTGTTAA AACCTGTTAG CGTGATGCAG CCCGGTACTA 

101 TCTTATCCTC GAGTTTCATT TGTGCAAGTA CTCGAGGATG GACAATTCAC 

151 GGGCCACTCC CATCGTCCAC CAT AATG CGT CTTACATCTG TATCTAATAT 

201 TCGTAAAGTG ATAACGAGGG CATCATAGTG AGGGAAAACC AAACCGTGGT 

2 51 TATCTGACTT ATCGAAGATG ATACTTTCTT TAAGTTTCTC GTACCGTTCA 
301 TGAGTGATTA ACTGTTTGAG CTTGTGGGTT GTGGCGAACT TTACGTTGTT 

3 51 GATCGAAACG TCGTCTCCGC C CCCG ATGAT AATGTGAATG GTGCGAGTCG 
401 GTAAGGGTGG TTTCGGCfiGT CCCTGGTGTT GTTCACGTCC TCGAGAAAAG 

4 51 TTGGT CCTTC CTCGGTCACA CAACAATATT TTGAGGTGTC CTTGATGAAG 

5 01 CATGTCCATG ACCTCTTGTC TTAGGGCGAT ACAATCCTCA GTTTTGTGAC 
551 CTCGCTCTTG GTGGAACTCG CAGAGGGCAT CTGATTTTCT AGTGCTTGGA 
601 TCTGACCTCA TCTTTTGTGG CCACTTTACT TTTGGTCCGA *GCTTCTTCAA 
651 TGCATAGACT ATTTCTGAGG GTGACACACA AAATTTGTGA GCGGATAGTA 
701 AAGAGGGCAT ACCTCTCTCG T T CCGGTG AG TCCCTGTCCT TGGCCTAGAT 

7 51 GGGCCCTCTT CGTAGCGGGA GAGGGGCATG ATGGCACTTT TGACATATGG 

8 01 TTGATCCATT TCTCGGTTAG ATCATGGAOC TGCAAGATCT CTCTTGGCAT 
851 CATTTTGACG ATCCTTCCTG GTTTCGGCTT GTACCGAGGT CAATCGATGA 
901 GTTGGCCGAT TCAGGTCGTC TTCGTCGGCA CGGGCCTCAG CACAGTAGGC 
951 GTTGTGTATT TCATCCCAAG T GGTTGGAGG ATATTTCATA AGTTGGTTTA 

1001 ACAGTTTTCT GGTCGCCCTC GAGCCATTCA TGTTCAGCCC ATTCTGGAAA 

10 51 GTTGCTACAA CCATTCCTTC TGATACATTC GGTAAGGTCA TCCTTACTCT 

1101 GTTGAATCGA GCGAGGAAGT CCCTCAATCC CTCTCCGAGT GATTGTTTGA 

1151 TGGCAAATAT ATCGTTCACT CTTGCCTCCG CGTTTTTAGC CCCAACATGG 

1201 GCCATTATGA ACTTGTCGGC CATCTCTTCG AATATTTCAA TGGAGCGCGC 

1251 GGGCAGCTGT GAATACCAAG TCAATGCTCC TCCGGTAAGG GTCTCGCCGA 

13 01 ACATTTTCAA CAAGATGGAG GAGACTTGTT CTTTGGAGAG ATCATTGCCC 

13 51 TTTACCGCAG TGACATAATG ATTACATGAT CH'TCGGGGTC GGTCGTACCA 
1401 TCATAAATTT TCAGATAAGG TGGCATCTTG AACGTCTTGG GTATGGCATA 

14 51 TGGGGCGGCT TCATCAOTGT AGGGTTGCTC GACTAACCGA CCA6CGTCTC 

15 01 TTTTTGGAAA TAT TTTTGGG GCACCCGGTA TTTTATCGAC TCTTTCTTGG 
15 51 TGTTCTCTCA TTTGAT CCCG AAGCATTTTA TTTTCGTTTT CCATTTCTTC 
1601 CATTTTCTTC AGAATGGC CG TGAGGGTGTC ATTACCTGCA TTATTAATAT 
1651 TGTGAGTGAT ACCTGTTACT GAAGGGGGAG GGTCGTGCTG TTTGGTCATT 

17 01 GCTGGTGCAA TGCAAGTCCT TGCATTTTCT CTAAATACCT CCTGAGTGGG 
17 SI TTTGTTGAGG ATGCCGGTCA GCATATTTGT CAGCCAAGCT TCGAGTAGCT 

18 01 TCTTCACCGC TGGTGGCGCC TCTTCCGTTG TGGACGTGGA AGCTCCTTTA 

18 51 CCGCGGGATG TTG CGAT ACT GCTGTGAGGG AGGGGTGATC CA.CTT CGTCG 

19 01 GGGAGAGGTG TTAGGCGTTA TGCCTTCGCC TTCTATTTCG GAGACCTCAT 
1951 TGATGGTGTT TAAGAGGTTG GTAGTGAGAT TGGCCACTGC CTTCATC CTT 

20 01. TCTTCTCCCT TACCTGCCAT GTCAGATCTG GGTGTACAAG GAAGTAGGAG 
2 0 51 CTTCTCTTCT TCTTTTTTGT GAATTGTGCC AGTTATAGAT CTAAAAGAAA 
2101 CTAAAGTTTT AACTAGACTA TCCTCACAGA CGGCGCCAAA TTGTTTGACC 
2151 AAAAAATATA GACTTTTGAT TAAATTAATT AATATTGTAT GACAAAGGAT 
2201 TAAAC CTAGT TAATGATAAT AACTTCAGAT CTATAATCAA TTAACAGCAA 

22 51 TCACGGTCAT AGCAGCGTTG AGAGAAGATT AAATGTGATG TYCATTCAAT 

23 01 ATTTCAAGAT CATTAATGAT AGGGGAATAT CAAGCAATAA ATAACGATAA 

23 51 ATGGCATTAA AGTAAATAAG GAGAATGATT CACCCAATAT TGAATGAGGT 

24 01 GGATGATTCT TCTTTTTGAC AATGATGAAT GATGGGCAAA TACTAGAATG 
2451 TTGGGACCCT TCTCGGATCT AATGAAAAAA GTATGGAATA GTAGATAATC 
2 501 GAATCTCTTT AGAAAGGTAG TGATTGTCTT TTATCTAGAG AGAAAGTCTG 
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2 551 CTTTTCAAAG AATATTTTTA TCAGAOAATA TTACATCCCC CTCTCTCCCT 

2601 ATCTCTTTTT CTATT^TATAT GGGACATTCC TtSAATOAATC CTAAAAGTAC 

2651 ^ATACACCAAG^AATATTGAAT AAAA^FATTTT TTTGAATATT C-TATTATAAA 

2 701 ^AAGTAGCTGT - TAGCACTCGA CCTGOGTCGY TATTGACTAC T CGG TT ACG A 

2751 GCCCTGTCAT TTACTAATCG ACCTCGATTA CATCACTTTC TACGATACTG 

2 8 01 CTTCATGTCA AATCTTAATG AAAGCAGATT TTGACCCATA CAATAATATG 

2 851 ACAAAATTGC TTCCAAAGAA AACATGGCTC TTATAGTGAA ATATCGTTAG 

2901 ACTGTTATAG AAAGATCTGLA ATTTATTTAT AAGAATAGTG TTTTTTTCTT 

2 951 TTCTTTTCAT ATCTAAGGAG TAAAGCAACC ATGAATAGAA AAGGCTTAGT 

3 001 AACTATATAT C^AAGGAATG GTGTTTTTTC TTTAAATATG GATAAAAA^T 
30 51 TGTGAATATA GAAGATTAGA TCAATTAACA AA.GGTTATGG TGGAGTGGTA 
3101 AGCAGAGGCG G A C CTATGTG TTATAGTAAG GGGTCACCCA CTACTAGAAA 
3151 TCCGGTAAAG ATCGATCAAA AAACCGACCA ACATTGGTCG GTAATGG C C2A 
32 01 AAAACTGACC AAAACG CG AT CATTTACGTG TGAACGGTAT TTTTATGGTC 
3251 GGAAAGGAAT ACCGACCAAA GTTGGTCGGA AATTACCGAC CAACTTTGG'^ 
3 301 CGGTCAATTA AATTCAAAAA AAATATTGTA AAAAAAAACC GACCAAAGTT 
3351 GATCGGTATT TTAATTATGT AATAAAAAGA TTCACTATCT GGGAATCGAA 
34 01 CCGGGGT CTG TACTATGGCA AGATACTATT CT/iCCACTAG ACCATTGGTT 
3451 CATTTTGTTT T7iAGACTGTC TTTTATTTGA TTTATACTCT TTAATTATAT 
3501 -TTTTGCACGA AAA-TAACCGA. CCAAAGTTGG TGGATTTTAT TAAAAAGTAA 
3551 -AATTAGTTAC CAAAGTTGGT CGATTTTTTT. AAATG AT CCG CGGAATTAAC 
3 601 ^CGACCAATTT TGGTAGGTTT TTTTAATATT * AATTTTTATT ' -TATTTT.AATT 
3 651 TAAAAAGTAA CGAAAGTTAG ^GCTTTCTT GAAACATAAA^ TTTCGCGGGA 
3 7 01 ^CTGAAAAATA GTTTCGCGCA 1TTTTGCGCC AAAGAAAACC^GACCAAAGTT 
3 751-. ..GGTCGGTTTC GTAAAAAAAA ^AAAA^TTTA- AAAAATATAT^TT AAAAAAC 
3 8 01 ,GGACCAACTT. TAGTCG^TTT TTTGGT&SAT TTTTTGACCG .a AC^AAAGTTG 
3 8 51 .GTCGGTCGAC CTTGGTCGGT TTTTGCCGAA TTTGTAGTAG TGACGGAACC 
3 901 CTGTAAGCTT GGGGAGAAAT **TTTG'f ATATG TATATGTGTA TATCCTTAAA 

3 951 ATGATTAATT TAAAGAACGT GGCACCCTGA ATACTAGAAG CCTTTAGGGG 

4 001 CACTAGATGA GCAGAATAAC GTGTTCTCGT CGCGTAAAAA TACTTGGATC 
4 051 CGCGTATGAT GGTAAGTACT TCTTGGTCCT TAATGAGAGG TTTCGACTTC 
4101 GAGCTCCAGA TATAAACTAT ACACTCGTCT TTATAGCACC TTTTAATAAG 
4151 ACTATGACTT CATCTGATTT CTCTATAAAT ACTCCTCAAG CTTTCGGTTC 
4201 TTCTCCATTG TTCAGTTTCT TTCTGCACAT CACAGAAGTG AAAACAAAAC 
4251 AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA AAATAAAGAG TTTCTGTCAA ATTAAGTCCA 
43 01 ATAGGGAAAA TG 



